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1 • 

Verf ahren und Vorrichtung zur Identif izierung einer 



5 Die Erflndung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur 
Xdent il'izierung einer an einer elekt romagnetische Wellen 
ref lekt ierenden ersten Phase gebundenen ersten 

Nukleotidsequenz . . ^ 

10 Aus der WO 98/48275 ist ein optischer Sensor bekannt, mit dem 
Nukleinstiuren, Proteine und deren Liganden erfalit werden 
k5nnen, 

Zum Ndchweis wird der optische Sensor z.B- in eine 
15 nukleinsaureenthaltende Losung getaucht. Nach Spulen and 
Trocknen des Sensors kann dessen optische Eigenschaf t 
ermittelt werden, - Das Verfahren unter Verwendung des 
bekannten Sensors erfordert mehrere Schritte; es ist 
zeitauf wendig . 

20 

Aufgabe der Erfindung ist es, die Nachteile des Stands der 
Technik zu beseitigen. Ss sol'Len insbesondere ein Verfahren 
und eine Vorrichtung angegeben werden, mit denen biochemische 
MolekUle schnell und einfach nachgewiesen werden kOnnen. 
25 Weiteres Ziel der Erfindung ist es, eine Mbglichkeit zu 
schaffen, mit der an feste Oberflachen gebundene biochemische 
MoiekUle nachweisbar sind. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1 und 9 
30 geiast. Zweckmafiige Weiterbildungen der Erfindung ergeben 
sich aus den Merkmalen der Anspriiche 2-8 und 10 -18. 

Nach Maftgabe der Erfindung ist ein Verfahren zur 
Identif izierung einer an einer elektromagnet ische Wellen 
35 ref lektierenden ersten Phase gebundenen ersten 
Nukleotidsequenz mit folgenden Schritren vorgesehen: 
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a) Inkontaktbr ingen der ersten Nukleot idsequenz mit einer 
7.weiten Nukl eotidsequenZ/ die uber metallische' Cluster an 
eine feste fUr elekt romagnet ische Wellen durchl^ssige zweite 

5 Phase gebunden ist, 

b) Durchstrahlen der zweiten Phase mit elektromagnetischen 
Weilen xind 

10 c) Erfassen der Ander.ung der Eigenschaf ten der ref lektierten 
elektromagnetischen Wellan in bezug zu den eingestrahlten 
elektromagnetischen Wellen. 

Nach dem er f indungsgem^Jien Verfahren mu^ das nachzuweisende 
15 biochemische MolekUl nicht unbedingt in L5sung vorliegen. Es 
erttffnet neue Anwendungsgebiete, 2.B. die Bereitstellung 
f alschungssicherer Markierungen in der Identif ikations- und 
Codierungstechn ik . Das biochemische Molekul kann . 2U 
Markierungszwecken an eine teste OberflSche/ z.B. eine 
20 Banknote, Scheckkarte und dergleichen gebunden sein, Durch 
einfaches inkontaktbringen der zweiten fUr elektromagnetische 
Wellen durchiassigen Phase und Messung der optischen 
Eigenschaf ten des ref lektierten Lichts kann sofort ermittelt 
warden, ob das nachzaweisende BiomoiekUl an der ersten festen 
25 Phase gebunden ist. Das Verfahren ist schnell und einfach 
durchf Uhrbar * 

Vorteilhaf terweise wird als elektromagnetische Wellen 
rnonochrofnatisches Licht^' vorzugaweise LASER, verwendet* Das 
30 ermoglichc eine einfache Erfassung der ftnderung der 
Eigenschaf ten des ref lektierten Lichts. 

Als Anderung der Eigenschaft kann die Absorption in einem 
vorgagebenen Spektrum vor und/oder nach dem Inkontaktbringen 
35 der ersten und der zweiten Nukleot idsequenz gemessen werden. 
Ferner kann bei Vervyendang yon monochomatischern Licht als 
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Anderunq der cptischen Eigenschaft mindestens eine spektrale 
Verschiebung gemessen werden. Ferner kann a Is Anderung der 
Eigenschaft die zeitliche Anderung der Absorption und/oder 
Reflexion und/oder spektralen Verschiebang beim 

Inkontaktbringen und/oder Trennen der ersten und zweiten 
Nukleotidsequenz .gernessen werden. Die Anderung der 
Eigenschaft kann unter tnehreren voneinander verschi'edenen 
Einf ailswinkeln gemessen werden. Es ist denkbar^ auch andere 
Anderungen der Eigenschaf ten des ref lektierten Lichts zu 
messen. Die Wahl, welche Anderung erfaf^t wird, richtet sich 
nach den jeweiligen Gegebenheiten . 

Als ersLe und/oder zweite Nukleotidsequenz wird 
zweckmai?iigerweise DMA, RNA, Protein, Peptid, 

Peptidnukleinsaure (?NA) Oder ein Ligand davon verwendet. 
Grundsatzlich eignen sich alle biochemischen Molekule mit 
affinen Wechselwirkungen . 

Die zweite Nukleotidsequenz kann in einem ersten Feld und 
mindestens eine weitere Nukleotidsequenz in einem 
benachbarten zweiten Feld Uber die Cluster an die zweite 
Phase yebunden sein und die " zweite sowie die weitere 
Nukleotidsequenz k^nnen mit der ersten Nukleotidsequenz in 
Kontakt gebracht werden. Das ermOglicht es, gleichzeitig eine 
Mehrzahl an Identi f i zierungsversuchen an einer Probe 
durchzuf uhren. 



Erf indungsgemaft .ist bei einer Vorrichtung zur Identif i zierung 
einer an einer elekt romagnetische Wellen ref lektierenden 
ersten Phase gebundenen ersten Nukleotidsequenz vorgesehen, 
dafi> eine zweite fUr elektromagnet ische Wellen durchlassige 
Phase an einer Oberflache eine iiber met allische Cluster 
gebundene zweite Nukleot idsequnez aufweist. 



Die erfindungsgemaI3a. Vorrichtung erlaubt eine schnelle und 
einf ache Identif izierung einer ersten Nukleotidsequenz. Ein 
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Spulen und Trocknen der Vorrichtung ist zur Messung der 
optischen Eigenschaf ten der verwendeteh elektromagnetischen 
Wellen nicht er forderlich . 

5 Es hat sich als zweckm^l^ig erwiesen, die meta llischen Cluster 
BUS Siiber, Gold, Aluminium, . Kupfer Oder Indium zu bilden. An 
solche Metalle kC>nn€n chemisch modifizierte Nukleotide 
besonders gut gebunden werden. 

10 Als elektromagnetische Wellen kann monochomatisches Licht, 
vorzugsweise LASER, verwendet werden- Vorteilhaf terweise ist 
die zwelte Phase aus Glas hergestellt. Die erste und/oder 
zweite Nukleot idsequenz kann ONA, RNA, Protein, Peptid, 
Peptidnukleions^ure Oder ein Ligand davon sein* Als 

15 ■ Nukleot idaequenz kiinnen aber auch ss-DNA, ss-RNA oder. 
synthetische Analoga davon veirwendet werden. 

Als weiterer Bestandteil der Vorrichtung kann ein© 
Einrichtung zur Bestimmung der Eigenschaf ten des 

20 ref lektierten Lichts vorgesehen sein. Mittels der Einrichtung 
kann die Absorption in einem vorgegebenen Spektrum vor 
und/oder hach dem inkontaktbringen der ersten und der zweiten 
Nu kleotidsequenz me/3bar sein. Ferner kann . mittels der 
Einrichtung die spekfcrale Verschiebung des ref lektierten 

25 Lichts meJlbar sein. Aulierdem kann auch eine zeitliche 
Anderung der optischen Sigenschaf ten zur Identif ikat ion 
erfal^t werden. 

Zv/eckmafS igerwei se ist mittels der Einrichtung die optische 
30 Sigenschaft unter mehreren voneinander verschiedenen 
Einf allswinkeln mei^bar. 

Nachfolgend wird die Srfindung anhand der Zeichnung nSher 
erlMutert. Es zeigen; 

35 

Fig, 1 eine schematische Ansicht der Vorrichtung , 
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Fig- 2 die Vorrlchtung nach Fig. 1 im nichthybridisierten 
Fall und 

r> Fig. 3 die Vorrichtung nach Fig. 1 im hybridisierten Fail, 

In den Fig. 1 - 3 ist eine erste feste Phase bei spielsweise 
aus einem Glastrager 1 hergestellt. Auf einer OberflSche des 
Glastragers 1 befinde.n sich metailische Cluster 2, z.B. 

10 Goldc-luster . An die Cluster 2 gebunden ist als erste 
c^ukleot idsequenz eine einzelst rSngige DNA. Ms zweite 
NukJeotidsequenz ist eine weitere einzelstrSngige DNA 4 an 
eine Metallfolie 5 gebunden. Die Metallfolie 3 kann v/iederum 
beispielsweise zu Markierungszwecken an Banknoten angebracht 

15 sein (hier nicht dargesteilt) , 

Sofern die DNA 3 und die weitere DNA 4 in Kontakt gebracht 
werden, sind zwei F^lle zu unterscheiden : 

20 Tm erst<3n in Fig. 2 gezeigten Fall ist die DNA 3 nicht 
korT)plement£ir zuc weiteren DNA 4. Es findet keine 
Hybridisierung statt. Zwischen der durch die Cluster 2 
gebildeten Schicht und der Metallfolie 5 stellt sich ein 
erster Abstand di ein. 

25 

Im zweiten in Fig. 3 gezeigten Fall ist die DNA 3 
kompiementar zur weiteren DNA .4. Die DNA 3 und die weitere 
DNA 4 hybridlsieren, Bs stellt sich ein kleiner zweiter 
Abstand d2 zwischen der durch die Cluster 2 gebildeten 
30 Schicht und der Metallfolie 5 ein. 

Ein durch den Glastrager 1 einfallender Laserstrahl (hier 
nicht dargesteilt) wird an der durch die Cluster 2 gebildeten 
Schicht reflektiert. Die Sigenschaf ten des ref lektierten 
35 Lichts hSngen vom Abstand di, d2 zwischen der durch die 
Cluster 2 gebildeten Schicht und der Metallfolie 5 ab, Hit 
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clem Afostand andert sich beispielsweise die Absorption. Durch 
Messung df^r Absorption kann auf einfache Weise ermittelt 
werdepr ob eine Hybridis lerung vorliegt oder nicht, Oas 
ermtigiicht die Identic izierang der erstan Nukleotidsequenz , 

b ■ . 

2ur Herstellang dermit den Bezugszeichen 1-3 bezeichneten 
optischen Sonde wird ein Glassubs'crat mit Gold bedampft, so 
daB Goldcluster auf der OberflSche gebildet werden. Die DNA^ 
z.B, Oligonukleotide, werden an ihrem 5 -End© mit einer 
10 Thiolgruppe versehen. Die mit Gold bedampfte Glasoberf ISlche 
wird in eine die vorgenannten Oligonuklaotide enthaltend© 
Losung getaucht. Dabei lagern sich die Oligonukleotide Ober 
eine Thiolbindung an die Goldclaster an. 

15 Die rait den Sezugszeichen 4 und 5 bezeichnete Probe wird auf 
analoge Weise hergestellt. 

Im Hinblick auf weitere Einzelheiten, insbesondere die GrGfSe 
der Cluster sowie die Abstandsparameter , wird auf die WO 
20 98/48275 verwiesen, deren Of f enbarungsgehal t hiermit 
einbezogen wird. 
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Pate rvt'^a n sp r tich e 

1. Verfahren zur Identi f izierung einer an einer 
elektromagnetische Wellen ref lektierenden ersten Phase 
5 (5) gebundenen ersten Nukleot idsequenz (4) mit fplgenden 

Schritten: 

a) Inkontaktbringen der exsten NuJcleotidsequenz (4) 
mit einer zweiten- Nukieot idsequenz (3), die uber 

10 metaiiische Cluster (2) an eine feste fur 

elektr-Gmagnetische Wellen durchlSlssige zweite Phase (1) 
gebundenen ist^ 

b) Durchst rahlen der zweiten Phase (1) mit 
15 elektromagnetischen Wellen und 

c) Erfassen der Anderung der Sigenschaf ten der 
ref lektierten elektromagnetischen Wellen in bezug zu den 
eingestrahlten elektromagnetischen Wellen. . 



20 



25 3. 



30 



Verfcihren nach Anspruch 1, wobei als elektromagnetische 
Wellen monochrorriatisches Licht/ vorzugsweise LASER, 
verwendet wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei 
ais Anderung der Eigenschaft die Absorption in einem' 
vorgegebenen Spektrum vor und/oder nach dem 
Inkontaktbringen der ersten (4) und der zweiten 
Nukleotidsequenz (3) gernessen wird, 

Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, wobei 
bei Verwendung von monochoma t ischem Licht als Anderung 
der Eigenschaft mindestens eine spektrale Verschiebung 
gernessen wird. 



35 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 4^ wobei als 
Anderung dor optischen Eigenschaft die zeitliche Anderung 
dcr Absorption und/oder Reflexion und/oder spektralen 
Verschiebung beim Inkont aktbringen und/oder Trennen der 

5 ersten (4) und zweiten Nukleot idsequenz (3) gemessen 

wird . 

6. Verfahren nach einern der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Anderung der Eigenschaft unter inehreren voneinander 

10 verschiedenen Einf allswinkeln gemessen wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
als erste (4) und/oder zweite Nukleot idsequenz (3) DNA, 
R^A, Protein, Peptide. Peptidnukleinsaure (PNA) oder ein 

15 Ligand davon verwendet wird/werden. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, wobei 
die zweite Nukleotidsequenz (3) in einem ersten Feld und 
mindestens eine weitere Nukleotidsequenz (2) in einem 

20 benachbarten zweiten Feld aber die Cluster (2) an die 

zv/eite Phase (1) gebunden sind und die zweite (3) sowie 
die weitere mit der ersten Nukleotidsequenz (4) in 
Kontakt gebracht wird. 

25 9. Vorrichtung zur Identif i zierung einer an einer 
elektromagnetische Wellen reflektierenden ersten Phase 
(5) gebundenen ersten Nukleotidsequenz (4), dadurch 
gekennzeichnet, . dass eine zweite fUr elektromagnetische 
Wellen durchlSsslge Phase (1) an einer OberflSche eine 

30 . Uber metallische Cluster (2) gebundene zweite 

Nukleotidsequenz (3 ) aufweist . 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, wobei die metallischen 
Cluster (2) aus Silber, Gold, Aluminium, Kupfer oder 
35 Indium gebildet sind. 
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10 



15 



20 



25 



11, Vorrichtung nach Anspruch 9 Oder 10, wobei als 



vorzugsweise LASER, verwendet wird. 

12. Vorr ichtung nach einem der Anspruche 9 bis 11, wobei die 
zweite Phase (1) aus Gias hergestellt ist. 

13. Vorrichtung nach einem der AnsprUche 9 bis 12, wobei 
erste (4) und/oder zweite Nukleot idsequenz (3) DNA, RhJA, 
Protein, Peptid, Pept idnukleinsaure (PNA) Oder ein Ligand 
da von ist. 

14. Vorrichtung nach einem der AnsprUche 9 bis 13, wobei als 
ers^te (4) und/oder zweite Nukleotidseq-uenz (3) ss-DNA, 
ss-RNA Oder synthetische Ana.l»oga ..da'Jyon verwendet 
wrrd:/we rden . 

15- Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 14 ^ wobei eine 
Einrichtung . zur Bestimmung der Eigenschaft des 
ref lektierten Lichts vorgesehen ist. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, wobei mittels . der 
Einrichtung die Absorption in einem vorgegebenen Spektrum 
vor und/oder nach dem Inkontaktbringen der ersten (4) und 
der zweiten Nukleot idsequenz (3) meftbar ist. 

17, Vorrichtung nach einem der Anspruche 15 oder 16, wobei 
mittels der Einrichtung die spektrale Verschiebung des 
ref lektierten Lichts mefibar ist, 

38. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15 bis 17, wobei 
mittels der Einrichrung die optischen Eigenscha f ten unter 
mehreren voneinander verschiedenen Einf allswinkein melibar 
sind. 



elektromagnetische 



We 11 en 
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Zusarnmonf assung 

Die F.rfindunq betrifft ein Verfahren zur Identif izierung 
elner an einer elektromagnetische Wellen ref lektierenden- 
5 ersten Phase 5 gebundenen ersten Nukleot idsequenz 4 mit 
folgende-fi Schritten: 

a) rnJ<:ontaktbrinqeii der ersten Nukleot idsequenz 4 mit einer 
.zweit-en Nukleot i dsequenz 3, die Uber metallische Cluster 
10 2 an eine feste fUr elektromagnetische Wellen 

durchiasstge zweite Phase 1 gebundenen ist, 

b) Durchstrahlen ' der >»2weiten Phase 1 mit. 
elektromagnet ischen Wellen und 



c) Erfassen der Anderung der Eigenschaf ten der 
ref lekt ierten elektromagnetischen Wellen in bezug zu den 
eingestrahlten elektromagnetischen Wellen. 



20 Fig. 



CIO 'a 2t00# >i2KS5V£)'M"O^I"- "^-r 



